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Elementi di transizione come Fe, Co, Ni, Cu e Zn possono essere presenti nel suolo in 
concentrazioni potenzialmente tossiche come risultato dei processi naturali e dell’attività 
dell’uomo. Sebbene questi elementi siano essenziali per i processi cellulari, concentrazioni 
superiori alla loro soglia ottimale possono diventare estremamente tossiche. A causa della loro 
immutabile natura e indefinita persistenza nell’ambiente, i metalli sono sostanze inquinanti di 
grande importanza e la contaminazione da metalli in traccia sta diventando un problema diffuso 
in tutto il mondo (Di Baccio et al., 2011). Elevati livelli di zinco, in particolare, si ritrovano in 
terreni contaminati da attività di estrazione e di fusione; altri ingressi dello zinco nei terreni per 
mano dell’uomo includono: la combustione dei carburanti fossili, i rifiuti minerari, i concimi 
ricchi di fosforo, i fanghi di depurazione, altri prodotti agrochimici, particelle provenienti da 
superfici zincate e pacciamatura in gomma (Broadley et al. 2007).  
L’inquinamento da metalli tossici di acque e suoli è aumentato notevolmente per effetto delle 
attività antropiche dovute principalmente a combustione di idrocarburi fossili, attività 
minerarie, uso di fertilizzanti, pesticidi e rifiuti urbani. I processi che avvengono ad alta 
temperatura immettono nell’atmosfera metalli in fase gassosa o sottoforma di particolato. I 
metalli immessi nell’atmosfera (principalmente As, Cd, Cu, Hg, Pb, Sn e Zn), prima di essere 
depositati nel suolo e in mare, sono trasportati dai venti in funzione della loro forma fisico-
chimica.  
I costi e gli impatti ambientali connessi con la rimozione di sostanze inquinanti, come i metalli 
dai suoli e dalle acque, con i metodi fisico-chimici standard, hanno incoraggiato i ricercatori a 
trovare soluzioni alternative e/o complementari per risolvere questi problemi.  
Negli ultimi decenni la phytoremediation è diventata una tecnologia che può essere applicata a 




Il termine phytoremediation (fitorisanamento, fitobonifica, fitorecupero dal greco phiton, 
pianta) si riferisce ad una tecnologia emergente che utilizza le piante per la bonifica di varie 
matrici ambientali contaminate (suolo, sedimenti, acque). Questa tecnica sfrutta la capacità 
della vegetazione di degradare, rimuovere e contenere molti inquinanti, talvolta in associazione 
all’azione degradativa dei microorganismi.  
La phytoremediation, pur essendo ancora in fase di sviluppo, è oggetto di interesse e di studio 
ormai da un decennio sia negli U.S.A. che in Europa, Italia compresa, ed ha già trovato 
applicazioni sperimentali, anche in pieno campo, per il trattamento di varie classi di inquinanti 
(composti organici clorurati, esplosivi, pesticidi, idrocarburi, metalli pesanti e radionuclidi).  
Negli ultimi anni, a seguito delle attività antropiche, l’inquinamento dell’ambiente ha assunto 
proporzioni notevoli ed è nata la necessità di trovare tecnologie efficaci che consentano di 
ripristinare agli usi legittimi i siti contaminati e, contemporaneamente, raggiungere gli obiettivi 
di qualità dell’ambiente imposti dalla normativa.  
La phytoremediation, in questo contesto, può costituire una valida alternativa alle tecniche di 
bonifica di tipo ingegneristico: è una tecnologia “pulita” ed economica, poiché utilizza 
organismi viventi e non agenti chimici e macchinari; di conseguenza necessita di un minimo 
intervento da parte di personale specializzato e può essere applicata per lunghi periodi. La 
phytoremediation è relativamente nuova nell’ambito delle tecniche di bonifica, ma ha il 
vantaggio di poter trarre utili informazioni da discipline tradizionali quali l’agricoltura, le 
scienze forestali e l’orticoltura. Inoltre, risulta molto competitiva per la sua intrinseca valenza 
estetica, grazie alla quale trova largo consenso nell’opinione pubblica.  
Tra gli svantaggi di questa tecnica, il principale è sicuramente la durata del trattamento, 
generalmente di anni, fattore che limita la sua applicazione ai casi in cui non c’è urgenza di 
riutilizzare il sito; da non trascurare, inoltre, è la difficoltà che si incontra quando la 
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contaminazione supera la soglia di tolleranza della pianta, nonché il rischio che gli inquinanti 
dai vegetali si trasferiscano alla catena alimentare.  
Nell’ambito della phytoremediation si sono sviluppate separatamente diverse tecniche che si 
differenziano in base all’obiettivo della bonifica, al tipo di inquinante e alla matrice ambientale 
interessata dalla contaminazione, cosicché attualmente si parla di vere e proprie fito-tecnologie.  
 
1.3 Fitoestrazione 
La fitoestrazione sfrutta la capacità di alcune piante di assorbire inquinanti inorganici, come 
metalli e radionuclidi, attraverso l’apparato radicale per poi trasportarli efficacemente 
attraverso lo xilema fino agli organi aerei dove vengono stoccati. Il successivo taglio della 




L’interesse per le piante nella depurazione dei suoli da metalli ha avuto origine a seguito della 
scoperta di specie vegetali endemiche di suoli minerali, naturalmente arricchiti di metalli 
Figura 1-  Meccanismo di fitoestrazione di contaminanti da parte della pianta. 
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pesanti (Environmental Protection Agency document, 2000; Rock e Sayre, 2000; Interstate 
Techonology & Regulatory Cooporation, 2001). 
Non tutte le piante possono essere usate per decontaminare i suoli; ci sono alcune piante che 
hanno la capacità di accumulare nelle loro parti aeree grandi quantità di metalli pesanti, senza 
risentire troppo della loro tossicità, e sono chiamate piante iperaccumulatrici. L’iperaccumulo 
di Zn e Cd è limitato alle piante appartenenti alla famiglia delle Brassicaceae, in particolare al 
genere Thlaspi e alla specie Arabidopsis halleri, le quali comunemente accumulano più 
dell’1% del loro peso secco in Cd and Zn, concentrazioni un ordine di grandezza superiore a 
quelle trovate nelle piante non accumulatrici. 
 (Zenk, 1996; Di Baccio et al., 2011; Verbruggen et al., 2009).  
L’uso pratico delle piante iperaccumulatrici nelle tecniche di fitorisanamento è limitato dalla 
loro crescita lenta e dalla loro bassa produzione di biomassa. D’altra parte i membri della 
famiglia delle Salicaceae comprendono un gran numero di specie e ibridi di pioppo e salice che 
compensano l’accumulo inferiore degli organi di superficie con una maggiore produzione di 
biomassa, e dimostrano notevole varietà genetica e caratteri adattativi. In più, il genere Populus 
è stato internazionalmente accettato come modello per studi fisiologici e molecolari delle 
specie arboree per il suo profuso apparato radicale, la facilità di clonazione, il suo genoma 
relativamente piccolo, facili tecniche di trasformazione e propagazione (Di Baccio et al. 2003, 
2005). 
Il pioppo non è classificabile tra le piante iperaccumulatrici, ma per la sua natura di pianta 
freatofita a rapido accrescimento, alto potere evapotraspirativo ed elevata formazione di 
biomassa, è capace di assorbire ed accumulare nei vari tessuti notevoli quantità di metalli 
durante il suo ciclo biologico poliennale. La sperimentazione condotta su questa specie ha 
permesso di individuare la capacità di assorbire e traslocare i metalli in eccesso, accumulandoli, 
ad esempio, nei tessuti più vecchi o metabolicamente meno attivi. La senescenza e caduta 
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precoce delle foglie durante la stagione autunnale ne è una diretta conseguenza. Nei tessuti del 
fusto e della radice il maggiore sviluppo dell’endoderma fa da barriera e filtro all’eccesso dei 
metalli assorbiti, riducendone il trasferimento nei vasi. 
 
1.4  Meccanismi delle piante per la detossificazione dal metallo 
Le piante che accumulano metalli pesanti devono poter resistere ai loro effetti tossici; ciò si 
realizza o limitando l’assorbimento dei metalli a livello cellulare, o detossificando il metallo 
entrato, oppure sviluppando un meccanismo biochimico che sia in grado di renderle resistenti. 
Molte piante posseggono specifici enzimi per la resistenza ai metalli pesanti, per esempio, le 
fosfatasi acide della parete cellulare. Una volta penetrati nelle cellule, i metalli devono essere 
detossificati e questo può avvenire per chelazione, per precipitazione o per 
compartimentalizzazione. Per esempio, lo Zn può essere chelato da acidi organici ed 
accumularsi nel vacuolo, o essere precipitato sottoforma di Zn-fitato (Alpi et al., 2000). 
La cellula vegetale può adottare vari sistemi di difesa come immobilizzazione, esclusione, 
sintesi di metallotioneine, fitochelatine (PC) e altri composti chelanti, compartimentalizzazione, 
sintesi di proteine da stress o di etilene, ecc (Quartacci et al., 2001; Sgherri et al., 2001; Milone 
et al., 2003). La parete cellulare delle radici è la prima struttura della pianta ad entrare in 
contatto con i metalli e può ostacolarne l’assorbimento attraverso meccanismi di esclusione. Ad 
esempio il Cd può essere immobilizzato nella parete cellulare (Nishizono et al., 1989) anche 
per mezzo di carboidrati extracellulari come le mucillagini (Wagner, 1993). La membrana 
plasmatica può impedire o limitare l’entrata dei metalli e può ridurre la concentrazione degli 
ioni metallici aumentandone l’efflusso. Studi recenti hanno rivelato l’esistenza, nelle piante, di 
trasportatori di metalli coinvolti nei meccanismi di tolleranza. Essi includono le ATPasi di tipo 
P, i Nramps, la famiglia dei facilitatori della diffusione dei cationi (CDF) (Williams et al., 
2000) e la famiglia ZIP (Guerinot, 2000). 
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Un altro meccanismo che riduce la fitotossicità degli ioni metallici liberi è la loro chelazione ad 
opera di leganti che ne riducono la concentrazione in soluzione. In presenza di alte 
concentrazioni di metalli, le piante incrementano la produzione di molecole peptidiche, come 
per esempio le metallotioneine e le fitochelatine, ricche di residui cisteinici che sono in grado di 
legare il metallo e sequestrarlo formando un composto stabile. Le metallotioneine (MT) sono 
state scoperte  nel 1957 da Margoshes e Vallee, nel rene di cavallo. Sono proteine a basso peso 
molecolare (6-7 kDa) ricche di cisteina e sono state identificate negli animali, nelle piante 
superiori, nei cianobatteri e nei funghi. La biosintesi di queste molecole è regolata da diversi 
fattori quali ormoni e gli stessi metalli come Cd, Zn, Hg, Cu e Au. In base alla distribuzione dei 
residui di cisteina le metallotioneine sono suddivise in tre classi ognuna affine ad un 
determinato metallo (Rauser, 1995, 1999). L’espressione dei geni per le metallotioneine nelle 
piante è regolata in modo specifico nei diversi organi e durante i vari stadi dello sviluppo. Le 
metallotioneine vengono indotte nei processi di senescenza, come risposta a “shock” termici, da 
sostanze tossiche e da carenze nutrizionali. Inoltre, sembra che esse svolgano anche un ruolo 
nei meccanismi di riparazione della membrana plasmatica (Salt et al., 1998). 
Le fitochelatine (PC) sono una famiglia di piccoli peptidi la cui struttura generale è  
γ (-Glu-Cys)n -Gly dove n è il numero di ripetizioni delle unità γ (-Glu-Cys), normalmente 
variabile da 2 a 11 (Grill e Zenc, 1985). Sono anch’esse polipeptidi ricchi di cisteina, a basso 
peso molecolare, che formano complessi con i metalli nel citosol e sono importanti nella 
compartimentalizzazione dei metalli nel vacuolo (Ortiz et al., 1995). Le fitochelatine agiscono 
chelando gli ioni metallici liberi per trasportarli nel vacuolo dove vengono sequestrati e messi 
in condizione di non rappresentare un pericolo per il metabolismo cellulare. La sintesi di queste 
molecole è indotta nelle piante e nei funghi da molti metalli (Rauser, 1995) incluso il Cd, Hg, 
Ag, Au, Pb, Zn e As. Le fitochelatine non derivano dall’attivazione di geni coinvolti nella 
risposta allo stress, ma vengono prodotte in seguito all’attivazione di una via biosintetica. Uno 
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dei prodotti di questa via è il glutatione, molecola estremamente importante non solo per il fatto 
che dalla sua polimerizzazione derivano le fitochelatine, ma in quanto fondamentale nei sistemi 
di difesa contro lo stress ossidativo. 
Il glutatione nella pianta riveste un ruolo importante come antiossidante: in particolare nei 
cloroplasti, insieme all’ascorbato, è coinvolto nel meccanismo di detossificazione dei radicali 
tossici dell’ossigeno e del perossido d’idrogeno, come dimostrato dal rapido aumento della sua 
concentrazione nelle piante sottoposte a stress ossidativo. 
Acidi carbossilici come citrato e malato e amminoacidi come l’istidina, sono potenziali leganti 
per i metalli e potrebbero avere un ruolo nella tolleranza e nella detossificazione. Il trasporto e 
la conseguente compartimentazione dei metalli costituiscono un meccanismo di tolleranza che 
consente di ridurre i livelli di metalli tossici nel citosol. Molti studi hanno dimostrato che il 
vacuolo è il sito dove si accumulano molti metalli tossici, come Zn e Cd (Ernst et al., 1992).  
 
1.5 Gli ioni metallici e lo zinco 
Gli ioni metallici sono spesso presenti nel terreno in quantità estremamente basse e le piante 
devono utilizzare sistemi di trasporto ad alta affinità per accumulare questi ioni, che hanno 
bisogno di essere trasportati dal suolo alla radice e poi essere distribuiti in tutta la pianta, 
attraversando sia membrane plasmatiche che endocellulari (Guerinot, 2000). 
Le piante necessitano dei metalli di transizione per una normale crescita e un regolare sviluppo. 
Questi metalli come Fe, Cu, Mn e Zn sono essenziali per molte reazioni redox e giocano un ruolo 
strutturale in numerose proteine. 
Lo zinco è un metallo di transizione di numero atomico 30 ed è il ventitre-esimo elemento più 







Lo zinco in natura è composto da 5 isotopi stabili: 
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Zn (18,75%), e 
70
Zn (0,62%) ed è il secondo metallo di transizione 
più abbondante negli organismi dopo il ferro e l’unico metallo rappresentato in tutte e sei le 
classi di enzimi: ossido reduttasi, transferasi, idrolasi, liasi, isomerasi e ligasi.  
Lo zinco è un cofattore catalitico per molti enzimi come l’RNA polimerasi, la fosfatasi alcalina, 
la superossido dismutasi, l’alcol deidrogenasi e l’anidrasi carbonica. Il gruppo di proteine, 
implicato nell’omeostasi dello zinco, con attività di trasporto, include trasportatori ABC, P-type 
ATPasi, vari trasportatori di cationi bivalenti (per esempio, la famiglia dei facilitatori della 
diffusione dei cationi (CDF)), permeasi Zn-Fe (ZIP) e canali cationici non specifici. Lo zinco 
ha anche un ruolo strutturale, essendo coinvolto nella stabilizzazione della struttura terziaria di 
molte proteine, come i fattori di trascrizione contenenti domini “zinc finger” (McCall et al., 
2000)  implicati nei meccanismi di proliferazione e differenziamento cellulare. Oltre a questo, 
Figura 2- Tavola periodica degli elementi 
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lo zinco gioca un importante ruolo nello sviluppo e nella funzione dei cloroplasti, di cui i più 
significativi sono l’attività zinco-dipendente della peptidasi SPP e il processo di riparazione del 
foto sistema II (Broadley et al., 2007; Sharma et al., 2013). 
Nelle piante non è ancora noto con quale proporzione lo Zn citoplasmatico sia presente in 
forma libera Zn
2+ 
o legato a proteine o compartimentalizzato negli organelli. Tuttavia, per 
analogia con Escherichia coli, è probabile che la concentrazione citosolica di Zn
2+ 
sia 
estremamente bassa per evitare interferenze con metallo regolatori e altre proteine di segnale e 
questi bassi livelli di Zn
2+ 
sono mantenuti attraverso l’alta affinità di legame dello Zn nel 
citosol e attraverso anche la compartimentalizzazione del metallo negli organelli citoplasmatici. 
Nei mammiferi, lo zinco citoplasmatico può essere sequestrato in vescicole e questo processo 
può verificarsi anche nelle piante (Broadley et al., 2007).  
L’essenzialità dello zinco per le piante è stata mostrata per la prima volta nel mais, e 
successivamente nell’orzo e nei girasoli nani. La carenza di zinco si manifesta con lo sviluppo 
stentato delle piante (piante nane); le foglie possono presentare clorosi intervenali più o meno 
pronunciate e generalmente sono più strette e appuntite di quelle delle piante normali, con 
dimensioni inferiori; i rami producono germogli sottili e corti, con internodi più brevi, che poi 




Figura 3 - Carenza di zinco indotta da una  
prolungata inondazione del riso. (Photograph courtesy  
of  Dr Matthias Wissuwa, Japan International Research  
Center for Agricultural Sciences, Tsukuba, Japan.) 
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Poiché lo zinco è essenziale per molti processi biochimici, le cellule hanno bisogno di 
mantenere le sue concentrazioni ad un livello fisiologico adeguato, anche quando la 
disponibilità di Zn è molto bassa. Per ottenere questo le cellule necessitano di un sistema 
efficiente di trasportatori per l’assorbimento di Zn sulla membrana plasmatica; tuttavia, per 
evitare la tossicità da un eccesso di Zn, le cellule devono sviluppare anche meccanismi per 
controllarne la concentrazione intracellulare, compresi l’efflusso dalla cellula del metallo in 
eccesso o il sequestro in compartimenti subcellulari (Broadley et al., 2007;  Lin et al., 2009). 
L’assorbimento di zinco nella cellula e il suo trasporto dentro e fuori gli organelli intracellulari 
richiedono proteine trasportatrici per facilitare il movimento del metallo attraverso le 
membrane. I trasportatori di zinco appartengono ad una lista di sei differenti famiglie di 
trasportatori. Tre di queste, i trasportatori ABC, i trasportatori RND e le proteine CorA sono 
implicate nel trasporto di zinco nei batteri ma non negli eucarioti (Hantke, 2001; Eide, 2006). 
Analogamente, alcune P-type ATPasi sono coinvolte nel trasporto eucariotico di zinco ma la 
maggior parte dei trasportatori  provengono da due famiglie, le proteine ZIP (SLC39 nei 
mammiferi) e CDF/ZnT (SLC30 nei mammiferi) (Eide, 2006).  
 
1.6 La famiglia dei trasportatori ZIP 
Ioni carichi come Zn
2+ 
non sono in grado di diffondere liberamente attraverso il doppio strato 
lipidico della membrana, perciò sono richiesti dei trasportatori per traghettare lo zinco dentro e 
fuori le cellule e dentro fuori i vari compartimenti cellulari. Un gruppo di proteine responsabili  
dell’assorbimento di zinco in molti tipi di cellule è la famiglia ZIP.  
La famiglia dei trasportatori ZIP gioca un importante ruolo nel rifornire lo zinco alle metallo 
proteine. Questi trasportatori si ritrovano in organismi di tutti i livelli filogenetici, inclusi 
batteri, funghi, piante, insetti e mammiferi. L’omeostasi intracellulare dello zinco è facilitata 
dai meccanismi di controllo trascrizionale e post-trascrizionale che regolano l’attività dei 
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trasportatori ZIP. Questi sistemi lavorano insieme per garantire una fornitura costante di zinco a 
fronte di modificare i livelli extracellulari e limitare la sovraccumulazione di questo metallo 
potenzialmente tossico.  
La designazione “ZIP” sta per Zrt-, Irt-like Protein e si riferisce ai primi membri di questa 
famiglia di trasportatori che sono stati identificati. Zrt1 e Zrt2 sono, rispettivamente, 
trasportatori di zinco a bassa e ad alta affinità nel lievito Saccharomyces cerevisiae e Irt è il 
principale trasportatore cationico coinvolto nell’assorbimento del ferro nelle radici di 
Arabidopsis thaliana. Dall’iniziale identificazione di queste proteine la famiglia degli ZIP è 
cresciuta a oltre 90 membri, incluse proteine dei batteri, nematodi, insetti e mammiferi (SLC39) 
(Eide, 2005).  
 I membri di questa famiglia sono capaci di trasportare una varietà di cationi, inclusi il cadmio, 
il ferro e il manganese. 
La maggior parte delle proteine ZIP sono caratterizzate da otto potenziali domini trans 
membrana e le estremità ammino e carbossi terminali sono localizzate sulla superficie esterna 
della membrana plasmatica.  
La lunghezza delle proteine ZIP varia da 300 a 600 amminoacidi e questa differenza è dovuta 
prevalentemente alla lunghezza della cosiddetta “regione variabile” situata tra i domini trans 
membrana III e IV. In molti casi la regione variabile contiene un dominio di legame al metallo 
ricco in residui di istidina che è situato dalla parte citoplasmatica. La regione più conservata 
delle proteine della famiglia ZIP si trova nel dominio trans membrana IV che forma un’elica 
anfipatica con un residuo di istidina interamente conservato. Questo residuo di istidina, insieme 
ad un residuo semi-polare adiacente, può comprendere parte di un sito di legame al metallo 
pesante che fa parte del pathway di trasporto (Guerinot, 2000). 
Per quanto riguarda la famiglia dei trasportatori CDF, dove la designazione CDF sta per 
facilitatori della diffusione dei cationi, la loro caratteristica chiave è che trasportano zinco e/o 
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altri ioni metallici dal citoplasma al lume degli organelli intracellulari o al di fuori della cellula. 
Perciò, le proteine CDF lavorano in opposizione ai trasportatori ZIP (Eide, 2006) e si 
distinguono sulla base di diverse caratteristiche strutturali: (1) i trasportatori CDF hanno sei 
domini trans membrana mentre la maggior parte dei trasportatori ZIP hanno otto domini trans 
membrana; (2) al contrario degli ZIP i CDF hanno un lungo dominio citoplasmatico della coda 
C-terminale; (3) sebbene entrambe le famiglie di trasportatori possiedano la regione ricca in 





In tutti gli organismi l’assorbimento di zinco è strettamente controllato per garantire che siano 
accumulati livelli adeguati del metallo e per impedire allo stesso tempo una sovraccumulazione 
potenzialmente tossica. Nel lievito questo controllo è esteso sia a livello trascrizionale che post-
trascrizionale: a livello trascrizionale vediamo che l’espressione dei geni ZRT1 e ZRT2 aumenta 
di 10 volte in cellule carenti di zinco. La regolazione di questi geni nella risposta allo zinco è 
Figura 4 - le topologie di membrana previste 
delle famiglie di trasportatori di ioni metallici 
ZIP/SLC39 e CDF/Cnt/SLC30. I domini trans 
membrana sono numerati 1, 2, ecc. 
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mediata dal prodotto del gene zap1. ZAP1 (zinc-dependent activator protein) è un attivatore 
trascrizionale sensibile allo zinco che in qualche modo percepisce i livelli di zinco 
intracellulare e traduce questo segnale in cambiamenti nell’espressione genica. ZAP1 va a 
legarsi in corrispondenza di una regione chiamata ZRE (Zinc Responsive Element) che si trova 
a monte di vari geni regolati dallo zinco come ZRT1 e ZRT2. La sequenza consensus di ZRE 
(5’-ACCYYNAAGGT-3’) si può ritrovare a monte di 20 geni nel genoma del lievito. Queste 
regioni ZRE possono funzionare in entrambi gli orientamenti rispetto al sito di inizio della 
trascrizione e quando questi elementi sono presenti in copie multiple in un promotore, hanno un 
effetto additivo piuttosto che cooperativo. Il gene zap1 ha una singola regione ZRE, zrt2 ne ha 
2 e zrt1 invece 3 (Guerinot, 2000). 
La regolazione post-trascrizionale di ZRT1 si verifica quando le cellule sono esposte ad alti 
livelli di zinco extracellulare. Sotto tali condizioni, l’attività di assorbimento di ZRT1 viene 
rapidamente perduta e questo decremento è dovuto all’endocitosi della proteina ZRT1 e alla 
sua conseguente degradazione nel vacuolo. L’endocitosi indotta dallo zinco di ZRT1 è una 
risposta specifica allo zinco e permette il rapido arresto dell’attività di assorbimento dello zinco 
proteggendo così le cellule dalla sovraccumulazione di questo metallo. Un’ulteriore 
caratterizzazione della via di trasduzione del segnale che controlla l’endocitosi di ZRT1 in 
risposta allo zinco ha stabilito che l’ubiquitinazione è una parte essenziale di tale via (Guerinot, 
2000). Questa conclusione è basata sulle seguenti osservazioni: 
1.   ZRT1 è mono- e di-ubiquitinata in risposta a trattamento con zinco. Inoltre questa 
ubiquitinazione si verifica prima dell’endocitosi; la proteina ubiquitinata si accumula nelle 
linee cellulari mutanti trattate con zinco che non possono effettuare l’endocitosi. Dato che 
l’attività dei trasportatori non diminuisce notevolmente in questi mutanti sembra che 
l’ubiquitina non interferisca direttamente con la loro funzione di assorbimento dello zinco. 
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2. Mutazioni che compromettono componenti della via di coniugazione  dell’ubiquitina 
danneggiano anche l’ubiquitinazione e l’endocitosi di ZRT1. 
3. Una mutazione interna a ZRT1 che altera un potenziale sito di ubiquitinazione sopprime 
sia l’ubiquitinazione che l’endocitosi. L’ubiquitina è coniugata ai residui di lisina nelle proteine 
target e la lisina 195 di ZRT1 è un apparente sito di modificazione di ZRT1. 
Questi dati dimostrano l’importanza del ruolo dell’ubiquitinazione nella segnalazione 
dell’endocitosi. 
Nelle piante è stato dimostrato che l’espressione dei trasportatori di zinco si attiva in risposta al 
metallo. In Arabidopsis thaliana, i trascritti di zip1, zip3 e zip4 sono tutti indotti in piante 
carenti di zinco. Per di più, zip1 mostra un’inattivazione indotta dallo zinco quando viene 
espresso nel lievito, ovvero la funzione di assorbimento di ZIP1 dipendente dallo zinco viene 
rapidamente perduta quando le cellule sono esposte ad alti livelli di zinco (Guerinot, 2000).  
In un recente studio (Wang et al., 2011) é riportata una localizzazione a livello della membrana 
del reticolo endoplasmatico in Arabidopsis thaliana di un presunto trasportatore di zinco, 
ZTP29. L'espressione di ZTP29 é indotta dallo stress salino. ZTP29 é coinvolto nella risposta 
allo stress salino mediante la riduzione dei livelli di zinco nel reticolo endoplasmatico che é 
richiesto per indurre il meccanismo di risposta UPR. L'unfolded protein response (UPR) è una 
risposta di stress cellulare correlata al reticolo endoplasmatico. Viene attivata in seguito ad 
accumulo di proteine dispiegate o mal piegate nel lume del reticolo endoplasmatico. In questa 
situazione la risposta UPR ha due scopi: inizialmente ripristinare la funzione normale della 
cellula attraverso l'interruzione della sintesi proteica e incrementare la produzione di 
chaperonine molecolari coinvolte nel ripiegamento proteico; se questi obiettivi non vengono 




Pertanto, il modello che é stato proposto da Wang et al., (2011) é il seguente: lo stress salino 
induce l'aumento dell'espressione genica di ZTP29 che trasporta lo zinco dal reticolo 
endoplasmatico al citoplasma. Come risultato i livelli di zinco nel reticolo endoplasmatico sono 
ridotti e ne consegue l'induzione della risposta UPR. L'attivazione di UPR porta all'acquisizione 
della tolleranza al sale nella pianta (Figura 5). Gli Autori hanno concluso che ZTP29, in 
condizioni di stress salino, gioca un ruolo chiave nell'induzione della risposta UPR, funziona a 
monte del folding corretto delle proteine nel reticolo endoplasmatico e che potrebbe essere 
coinvolto nel mantenimento dell'omeostasi dello zinco; rimane tuttavia ignoto il meccanismo 
attraverso il quale la riduzione di zinco nel reticolo endoplasmatico risulta in proteine unfolded 





Figura 5 - Una rappresentazione schematica del coinvolgimento del 
trasportatore ZTP29 nell'induzione della risposta UPR attraverso lo 
stress salino. Questo modello propone che ZTP29 funziona a monte del 






1.7  Scopo della tesi 
Mediante un’analisi comparativa basata su tecniche di high-throughput precedentemente 
effettuate nel mio laboratorio (analisi del trascrittoma mediante microarray nelle foglie ed 
analisi dell’RNA sequencing nelle radici) sono stati individuati set di geni funzionali che sono 
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differentemente regolati nelle foglie di Populus x euramericana clone I-214 sottoposto ad una 
dose sub letale di zinco (1mM).  
Lo scopo di questa tesi è stato lo studio e la caratterizzazione di uno di questi geni, l'upr51. 
 
2.MATERIALI E METODI 
 Le varie tecniche sotto descritte (dal paragrafo 2.1 al 2.5 compresi) sono state applicate 
nello stesso modo a due isoforme (C.48 e C.12) del gene upr51. 
2.1 Clonaggio del gene upr51 da cDNA di P. x euroamericana clone I-214 
Il gene upr51 è stato clonato partendo da cDNA ottenuto da P. x euroamericana clone I-214, 
tramite una High Fidelity PCR utilizzando i primer UPr51 forward e reverse (tabella 2.1), 
mediante il kit “TAKARA BIO INC PrimeSTAR GXL DNA Polymerase” (Clontech) e 
seguendo il protocollo standard suggerito dal produttore. Le condizioni di reazione sono state le 
seguenti: 
 denaturazione iniziale 2 minuti a 98 °C;  
 denaturazione 10 secondi a 98 °C 
 annealing 20 secondi a 53 °C  
 estensione 1 minuto a 68 °C  
 per 30 cicli 
 fine reazione 5 minuti a 68 °C. 
Al termine della reazione ad una aliquota del prodotto di PCR è stato aggiunto il loading 
buffer (6X) (tabella 2.2) e l’amplificazione ottenuta è stata poi visualizzata su gel all’1% di 
agarosio con Bromuro di Etidio 10 mg/ml, tramite una corsa elettroforetica condotta a 100 V 
in tampone TBE (0,5 X) (tabella 2.3). Una volta verificata la corretta amplificazione, il 
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restante prodotto di PCR è stato purificato con il kit “Nucleo Spin Extract II” (Macherey-
Nagel) seguendo il protocollo del produttore. Subito dopo è stata preparata una reazione di 
 A-tailing per aggiungere una deossiadenina all’estremità 3’ del prodotto di PCR. Questa 
reazione è necessaria per poter legare in modo efficiente l’inserto con il vettore pCRII 
(Invitrogen, figura 2.1), che presenta una deossitimidina protrudente alle estremità 5’. La 
Reazione di A-tailing è stata preparata in un volume finale di 10 µl, aggiungendo   
 7 µl del prodotto di PCR purificato 
 1 µl Buffer (10 X) 
 0,5 µl MgCl2 (50 mM) 
 1 µl dATP (2 mM)  
 0,5 µl Taq.  
Il mix di reazione è stato incubato a 70 °C per 30 min. Il rimanente prodotto di PCR purificato 
è stato utilizzato per determinare la concentrazione del nostro DNA mediante visualizzazione 
su gel di agarosio al 1%, confrontando le bande con quantità note di DNA ladder (1Kb, Neb), 
al fine di conoscere la quantità necessaria di A-Tailing per la reazione di ligation tra il 
prodotto di PCR e il vettore plasmidico pCRII, seguendo le istruzioni del produttore del kit 
“Dual Promoter (pCRII) per TA Cloning” (Invitrogen). La reazione è avvenuta in 10 µl con 
50 ng di vettore e 50 ng di inserto seguendo una molar ratio 4:1 (inserto:vettore). 
Per inserire il plasmide nelle cellule di E. coli, cellule competenti del ceppo DH5α sono state 
trasformate con il vettore pCRIIUPr51 mediante elettroporazione. A ogni aliquota di cellule 
sono stati aggiunti 5 µl del mix di ligation e la trasformazione è stata effettuata mediante 
l’elettroporatore “BIORAD Gene Pulser Xcell” impostato con i seguenti parametri: 
 Voltaggio 2,5 kV 
 Capacità 25 µF 
 Resistenza 200 Ω 
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 Cuvette 2 mm. 
Trascorsa un’ora di recovery in agitazione a 37 °C in 500 µl di mezzo LB, l’elettroporato è 
stato piastrato su mezzo agar LB con ampicillina (100 mg/ml), 100 µl di IPTG 0,1 M e 20 µl 
di x-gal 20 mg/ml per piastra. Le piastre sono state incubate a 37°C over night. 
E’ stato, poi, eseguito lo screening bianco-blu delle colonie cresciute tramite colony-PCR. Per 
questa reazione sono stati utilizzati i primer universali M13, che allineano sul vettore pCRII 
(la sequenza dei primer è riportata nella tabella 2.1 e lo schema del vettore nella figura 2.1). 
Per ogni colonia da testare è stata preparata una reazione di PCR in un volume finale di 10 µl, 
aggiungendo: 
 1 μl Buffer (10 X) 
 0,6 μlMgCl2 (50 mM) 
 0,2 μl dNTP (10 mM) 
 0,2 μl primer M13 forward (10 M) 
 0,2 μl primer M13 reverse (10 M) 
 0,3 μl Taq 
 7,5 μl H2O. 
Le condizioni di reazione sono state le seguenti: 
 denaturazione iniziale 2 minuti a 94 °C 
 denaturazione 20 secondi a 94 °C 
 annealing 20 secondi a 53 °C  
 estensione 1,15 minuti a 72 °C 
 per 39 cicli 
 fine reazione 5 minuti a 72 °C. 
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Al termine della reazione i prodotti di PCR sono stati visualizzati su gel di agarosio all’1% 
come descritto precedentemente. 
Sei diverse colonie risultate positive sono state inoculate in LB con ampicillina (100 mg/ml) 
ed incubate over night in agitazione a 37 °C. Dagli inoculi è stato estratto il DNA plasmidico 
tramite il kit della OMEGA bio-tek “E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit I” seguendo le 
istruzioni del produttore. Come ulteriore controllo, la presenza del plasmide pCRII contenente 
il gene upr51 è stata verificata con delle reazioni di PCR preparate in 10 µl di volume finale, 
come descritto sopra, con circa 20 ng di pCRIIUPr51. Sono stati utilizzati sia i primer UPR51 
forward e reverse che i primer universali M13 forward e reverse. Le condizioni di reazione 
sono state le stesse sopra riportate, eccetto la temperatura di annealing di 56 °C. 
Inoltre, è stata eseguita una digestione di verifica con l’enzima di restrizione EcoRI 
(Invitrogen), preparata in un volume finale di 10 µl aggiungendo 200 ng di DNA plasmidico, 
1 μl REact3 Buffer (10 X), 0,5 μl EcoRI e 7,5 μl H2O incubando il mix a 37 °C per 1,5 ore.  
Il risultato di queste verifiche è stato sottoposto a elettroforesi e visualizzato su gel di agarosio 
all’1%. Il DNA plasmidico delle tre colonie è stato infine disidratato, tramite incubazione a 




Figura 2.1 Vettore plasmidico pCRII del kit “Dual Promoter (pCRII) per TA Cloning” (Invitrogen). Il 
plasmide pCRII si trova in forma linearizzata con una deossitimidina protrudente alle estremità 5’ e 3’ 
per rendere più efficiente il clonaggio di un inserto che abbia la deossiadenina protrudente alle 
estremità 5’ e 3’ complementari. Presenta, inoltre, il gene lacZ codificante la subunità α dell’enzima β-












Tabella 2.2 Composizione del loading buffer (6X). 
 







Loading buffer 6X 
Reagente Concentrazione  
Glicerolo 30% (v/v) 
Blu di bromofenolo 0,25% (v/v) 
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Tampone TBE 5X 
Reagente Concentrazione  
Tris 5,4% (w/v) 
Acido borico 2,75% (w/v) 
EDTA 0,5M pH 8 2% (v/v) 
 
Tabella 2.3 Composizione del tampone di corsa per elettroforesi TBE (5X). 
 
2.2 Clonaggio delle due isoforme del gene upr51 per la localizzazione subcellulare 
Al fine di permettere studi di localizzazione subcellulare la sequenza dell’isoforma C.48 è 
stata clonata nel vettore pAVA319 in frame al gene reporter della GFP e quella dell’isoforma 
C.12 è stata clonata nel vettore pAVA 554 in frame al gene della YFP. È stata utilizzata la 
stessa procedura di clonaggio per entrambe le isoforme. 
Nel caso specifico del clonaggio della prima isoforma, per poter inserire il gene upr51 nel 
vettore di espressione transiente pAVA319 (figura 2.2), è stato necessario inserire i siti di 
restrizione per gli enzimi BglII e XbaI agli estremi della sua sequenza. E’ stata, quindi, 
eseguita una High Fidelity PCR, utilizzando come template circa 20 ng del plasmide 
pCRIIUPr51, con il kit “TAKARA BIO INC PrimeSTAR GXL DNA Polymerase” 
(Clontech), seguendo il protocollo standard suggerito dal produttore. La reazione è stata 
preparata come descritto nel paragrafo 2.1, utilizzando la coppia di primer UPr51/BglII 
forward e UPr51/XbaI reverse (tabella 2.4). Le condizioni di reazione sono state le stesse 
riportate nel paragrafo 2.1, eccetto la temperatura di annealing dei primer di 60 °C. 
Al termine della reazione un’aliquota del prodotto di PCR è stata visualizzata su gel di 
agarosio all’1%, come descritto precedentemente per verificare la corretta amplificazione. 
Il restante prodotto di PCR è stato, quindi, purificato dal gel utilizzando il kit “Nucleo Spin 
Extract II” (Macherey-Nagel) seguendo il protocollo del produttore. Il DNA purificato è stato 
sottoposto ad A-tailing, ligation, trasformazione batterica e screening bianco-blu come 
descritto nel paragrafo 2.1. Una delle colonie risultate positive dallo screening bianco-blu è 
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stata inoculata nel mezzo LB con ampicillina (100 mg/ml) e mantenuta in agitazione a 37 °C 
over night. L’estrazione del DNA plasmidico e le reazioni di PCR per verificare il corretto 
inserimento dell’inserto BglII-Upr51-XbaI nel plasmide pCRII sono avvenute come descritto 
nel paragrafo 2.1. Il DNA, infine, è stato disidratato, tramite incubazione a 65 °C fino a 
completa evaporazione dell’acqua, per poter essere inviato per il sequenziamento. 
Il gene upr51 con agli estremi le sequenze dei siti di restrizione (BglII e XbaI) è stato poi 
clonato nel vettore pAVA319 (figura 2.2), a seguito di digestioni con gli enzimi di restrizione 
BglII e XbaI (New England). L’inserimento dei siti di restrizione sopra citati si è reso 
necessario per il corretto clonaggio in frame con la EGFP all’interno del vettore pAVA319, 
vettore per l’espressione transiente in cellule vegetali che utilizza il promotore costitutivo 
CaMV35S. 
Il vettore pAVA319 (4 µg) è stato linearizzato tramite due digestioni sequenziali. La prima è 
avvenuta con l’enzima BglII in 30 µl di volume finale, aggiungendo 3 µl NEBuffer2 (10 X), 3 
µl BglII e 22,7 µl H2O ed è stata incubata per 6 ore a 37 °C. La seconda digestione è avvenuta 
con l’enzima XbaI, aggiungendo al volume di reazione precedente 3 µl NEBuffer2 (10 X), 3 
µl XbaI, 0,6 µl BSA (100 X) e 23,4 µl H2O ed è stata incubata over night a 37 °C.  
La sequenza BglII-upr51.1-XbaI (4 µg) è stata excisa dal plasmide di clonaggio tramite una 
doppia digestione con gli stessi enzimi, aggiungendo 5 µl NEBuffer2 (10 X), 2,5 µl BglII, 
2,5µl  XbaI, 0,5 µl BSA (100 X) e 19,5 µl H2O, ed è stata incubata per 4 ore a 37 °C.  
Le purificazioni del vettore e dell’inserto sono state, successivamente, eseguite da gel di 
agarosio all’1 e 2%, rispettivamente,  utilizzando il kit “Nucleo Spin Extract II” (Macherey-
Nagel) seguendo le istruzioni del produttore. Infine, la determinazione delle concentrazioni 
del plasmide linearizzato e dell’inserto purificato è avvenuta tramite visualizzazione su gel di 




La reazione di ligation tra l’inserto upr51 e il vettore pAVA319, digeriti con gli enzimi di 
restrizione BglII e XbaI, è stata preparata con una molar ratio 5:1 (inserto:vettore) e 70 ng di 
vettore in 10 µl di volume finale aggiungendovi: 
 1,8 µl vettore (70 ng) 
 3,3 µl inserto (65 ng) 
 1 µl Ligation Buffer (10 X) 
 1 µl T4 DNA Ligasi 
 2,9 µl H2O. 
La reazione è stata mantenuta in incubazione over night a 16 °C e il prodotto della ligation, 
pAVA319UPr51, è stato usato per la trasformazione batterica come descritto nel paragrafo 
2.1.  
E’ stato, poi, eseguito lo screening delle colonie tramite colony-PCR. Per ogni colonia da 
testare è stata preparata una reazione di PCR in un volume finale di 10 µl come descritto nel 
paragrafo 2.1, utilizzando la coppia di primer UPr51/BglII forward e UPr51/XbaI reverse. Le 
condizioni di reazione sono state le stesse riportate nel paragrafo 2.1. 
Al termine della reazione il prodotto di PCR è stato visualizzato su gel di agarosio all’1%, 
come descritto precedentemente. 
Le colonie risultate positive dallo screening sono state verificate per la corretta inserzione di 
upr51 in pAVA319 direttamente con una seconda reazione di PCR. Questa è avvenuta, come 
sopra riportato, in 10 µl di volume di reazione con la coppia di primer pAVA-GFP forward, 
che allinea sul vettore pAVA319, e UPr51/XbaI reverse (le sequenze dei primer sono riportate 
nella tabella 2.4). Le condizioni di reazione sono state le stesse sopra riportate, eccetto che per 
la temperatura di annealing, che è stata modificata a 56 °C e il tempo di estensione aumentato 
a 1,15 minuti.  
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Per entrambe le isoforme è stata fatta, inoltre, una digestione di verifica con gli enzimi di 
restrizione BglII e XbaI: sono stati digeriti 500 ng di DNA in 10 µl di volume finale, 
aggiungendo 1 µl di NEBuffer2 (10 X), 0,5 µl BglII, 0,5 µl  XbaI, 1 µl  BSA (10 X) e 4,5 µl 
H2O, e la reazione è stata incubata per 2 ore a 37 °C.  
Il risultato di queste verifiche è stato sottoposto a elettroforesi e visualizzato su gel di agarosio 
all’1%. 
Una delle colonie risultate positive alle verifiche sopra descritte è stata preinoculata in 10 ml 
di LB con ampicillina e mantenuta in agitazione a 37 °C. Dopo circa 8 ore, il preinoculo è 
stato addizionato a 300 ml di LB con ampicillina e mantenuto over night nelle stesse 
condizioni. Il DNA plasmidico pAVA319UPr51 di entrambe le isoforme è stato estratto 
utilizzando il kit per maxiprep  “Pure Link Hi-Pure Plasmid Filter Maxiprep Kit” (Invitrogen) 
seguendo le istruzioni del produttore. La purezza e la concentrazione del plasmide estratto 
sono state determinate tramite lettura spettrofotometrica con lo strumento “SPECTRO 
Star
Nano” (BMG Labtech). L’analisi spettrofotometrica è stata, infine, confermata tramite 
visualizzazione del DNA su gel di agarosio all’1%, confrontando le bande con quantità note 
di DNA ladder (1 Kb, New England).  
 
Figura 2.2 Vettore pAVA319 (4780 bp) per espressione transiente in cellule vegetali di proteine di 
fusione al C-terminale della EGFP. La cassetta di espressione del vettore pAVA319 presenta il 
promotore costitutivo CaMV35S e il gene reporter codificante la EGFP, alla cui estremità 3’ sono 
presenti i siti di restrizione degli enzimi BglII e XbaI per il clonaggio degli inserti. Modificata da von 








Tabella 2.4 Sequenze dei primer UPr51/BglIIforward, UPr51/XbaI reverse e pAVA-GFP forward. 
 
2.3 Clonaggio delle due isoforme del gene upr51 per la co-localizzazione cellulare 
Per la co-localizzazione cellulare, la sequenza della prima isoforma C.48 è stata clonata nel 
vettore pAVA 574 in frame al gene reporter CFP (figura 2.3a), e quella della seconda 
isoforma C.12 è stata clonata nel vettore pAVA 554 in frame con la proteina YFP (figura 
2.3b). 
Il clonaggio delle singole isoforme nei vettori di espressione è avvenuto con la stessa 






Figura 2.3: vettore pAVA 574 (a) e vettore pAVA 554 (b) per la colocalizzazione delle due isoforme 
del gene upr51. 
Nome del primer Sequenza 
UPR51/BglIIforward 5’- AGATCTATGCCTTGTTTGAAAACTCC-3’ 
UPR51/XbaI reverse 5’- TCTAGATATCCCCAAATCTCATAACAACT-3’ 





2.4 Trasfezione transiente di protoplasti di Arabidopsis thaliana 
I protoplasti sono stati ottenuti dalla coltura cellulare di Arabidopsis thaliana ecotipo 
Landsberg di 3 giorni e trasfettati mediante elettroporazione come descritto da Pitto et al. 
(2000) e Scebba et al. (2003).  
La digestione delle pareti cellulari è avvenuta al buio per 2 ore a 25 °C in agitazione, 
utilizzando un rapporto 1:10 tra cellule e soluzione enzimatica. La soluzione enzimatica è 
stata preparata in 10 ml di soluzione A (tabella 2.5), aggiungendo: 
 1% (w/v) Cellulase 
 0,5% (w/v) Macerozima 
 0,5% (w/v) BSA (Bovine Serum Albumin)  
 0,1% (v/v) β-mercaptoetanolo. 
Il livello di digestione è stato controllato al microscopio ottico. Successivamente, i protoplasti 
così ottenuti sono stati lavati per 3 volte in Soluzione A ed infine risospesi nel tampone di 
elettroporazione (tabella 2.6) a una concentrazione di 7,5 x 10
6
 protoplasti/ml. Ogni 0,4 ml di 
protoplasti sono stati trasfettati con 20 g di salmon sperm e 20 g di DNA plasmidico di 
interesse.  La trasfezione è avvenuta mediante l’elettroporatore “BIORAD Gene Pulser Xcell” 
impostato con i seguenti parametri:  
 Voltaggio 250 V 
 Capacità 350 µF 
 Resistenza ∞  Ω 












Tabella 2.5 Composizione della soluzione A. 
Trascorsi 10 minuti in ghiaccio, l’elettroporato è stato trasferito in capsule Nunc da 6 cm di 
diametro preparate con 2,1 ml di mezzo di crescita MS a pH 5,8 (Murashige and Skoog, 
1962), contenente il 3% di saccarosio, mannitolo 0,3 M, acido 2,4-diclorofenossiacetico (2,4-
D) 0,1 mg/l, 6-benzilamminopurina (6-BAP) 0,2 mg/l e acido α-naftalene acetico (α-NAA) 
10
-6
 M. Per il trattamento con Zn, al mezzo descritto è stato aggiunto 200 µM di 
Zn(NO3)2*6H2O (concentrazione che corrisponde ad una LD 70). La visualizzazione è 
avvenuta per osservazione al microscopio confocale Leica TCS SP2 al termine di una 











Tabella 2.6 Composizione del tampone di elettroporazione. 
Soluzione A (pH 5.6) dose per 500 ml 
Reagente Concentrazione 
Mannitolo 0,2 M 
CaCl2-2H2O 0,08 M 
Mes 0,5% (w/v) 
Tampone di elettroporazione (pH 7,2) 
Reagente Concentrazione 
Hepes 10 mM 
KCl 120 mM 
NaCl 10 mM 
CaCl2-2H2O 4 mM 
Mannitolo 0,2 M 
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2.5 Clonaggio del gene upr51 per la produzione di piante transgeniche 
Per il clonaggio in vettori binari per la produzione di piante transgeniche è stata sfruttata la 
tecnologia Gateway, basata sull’utilizzo di sequenze di ricombinazione invece che dei 
convenzionali siti di restrizione.  
E’ stata eseguita una high fidelity PCR utilizzando come template circa 20 ng del plasmide 
pCRIIUPr51. E’ stato utilizzato il kit “TAKARA BIO INC PrimeSTAR GXL DNA 
Polymerase” (Clontech), seguendo il protocollo standard suggerito dal produttore. La reazione 
è stata preparata come descritto nel paragrafo 2.1, utilizzando la coppia di primer UPr51-
gatew forward e UPr51-gatew reverse (le sequenze sono riportate nella tabella 2.7) per 
inserire agli estremi di upr51 le sequenze attB per la ricombinazione. Le condizioni di 
reazione sono state le stesse riportate nel paragrafo 2.1, eccetto la temperatura di annealing 
dei primer che è stata di 60 °C. 
Al termine della reazione, per verificare la corretta amplificazione, un’aliquota del prodotto di 
PCR è stata visualizzata su gel di agarosio all’1%, come descritto nel paragrafo 2.1. Il restante 
prodotto di PCR è stato, quindi, purificato dal gel di agarosio all’1% utilizzando il kit 
“Nucleo Spin Extract II” (Macherey-Nagel) seguendo il protocollo del produttore. 
E’ stata, poi, allestita la reazione di ricombinazione BP tra il prodotto di PCR attB-upr51-attB 
e il vettore pDONR207 (figura 2.4) utilizzando il kit “Gateway BP ClonaseII Enzyme Mix” 
(Invitrogen) e seguendo il protocollo suggerito dal produttore. La reazione è stata incubata a 
25 °C over night e, in seguito, è stata fatta terminare tramite incubazione a 37 °C per 10 
minuti in presenza di 1 µl di Proteinase K (2µg/µl).  
Successivamente, le cellule competenti di E. coli ceppo DH5α sono state trasformate con il 
vettore pDONRUPr51 (entry clone) mediante elettroporazione come descritto nel paragrafo 
2.1, utilizzando 2 µl del mix della reazione BP, e piastrate su agar LB con Gentamicina (30 
mg/ml). Lo screening delle colonie è avvenuto come riportato nel paragrafo 2.2. L’estrazione 
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del DNA plasmidico e le reazioni di PCR per verificare la corretta ricombinazione dell’inserto 
con il vettore pDONR207 sono state eseguite come descritto nel paragrafo 2.1, utilizzando 
due coppie di primer:  
 UPr51 forward e UPr51 reverse (tabella 2.1, utilizzati con una temperatura di annealing 
di 56 °C) 
 pDONR207 forward e pDONR207 reverse (tabella 2.7) che allineano sul vettore, 
utilizzati con una temperatura di annealing di 53 °C e un tempo di estensione di 1,15 minuti).  
Il DNA plasmidico è stato, infine, disidratato, tramite incubazione a 65 °C fino a completa 
evaporazione dell’acqua, per poter essere inviato per il sequenziamento. 
 
Sono state, poi, allestite due reazioni di ricombinazione LR tra il vettore pDONRUPr51 e i 
due vettori binari pMDC32 e pMDC45, destination vector per la sovraespressione e la 
localizzazione mediante EGFP, rispettivamente (figura 2.5), con il kit “Gateway LR Clonase 
II Enzyme Mix” (Invitrogen) seguendo il protocollo suggerito dal produttore. Le reazioni 
sono state incubate a 25 °C per 5 ore. La trasformazione batterica e lo screening delle colonie 
sono state eseguite come sopra riportato, utilizzando 1 µl di ognuno dei mix, fatto reagire con 
0,1 µl di Proteinase K (2µg/µl) come descritto sopra. I restanti mix di reazione sono stati 
lasciati in incubazione over night nelle condizioni descritte. 
L’estrazione del DNA plasmidico è avvenuto come riportato nel paragrafo 2.1. Sono, poi, 
state eseguite delle reazioni di PCR per verificare la corretta ricombinazione dell’inserto con i 
vettori pMDC32 e pMDC45, come descritto nel paragrafo 2.1, utilizzando due coppie di 
primer: 
 UPr51 forward e UPr51 reverse (tabella 2.3), utilizzati con una temperatura di annealing 
di 56 °C sia per pMDC32UPr51 che per pMDC45UPr51. 
34 
 
 pro35S forward e UPr51 reverse (tabella 2.7), utilizzati con una temperatura di 
annealing di 52 °C e un’estensione di 2 minuti per pMDC32UPr51. 
Inoltre, per verificare l’inserimento dell’inserto nel frame corretto, è stata preparata una 
reazione di digestione del vettore pMDC45UPr51 con l’enzima di restrizione HindIII (New 
England), in un volume finale di 10 µl, aggiungendo 600 ng di DNA, 1 μl NEBuffer2 (10 X), 
0,5 μl HindIII e 5,5 μl H2O. La reazione è stata mantenuta in incubazione per 2,5 ore a 37 °C 
e il risultato della digestione è stato visualizzato su gel di agarosio all’1%. 
 
Infine, le cellule competenti “ElectroMAX di A. tumefaciens LBA4404” (Invitrogen) sono 
state trasformate con i vettori pMDC32UPr51 e pMDC45UPr51 mediante elettroporazione 
seguendo il protocollo del produttore. A 20 μl di cellule sono stati aggiunti 100 ng di DNA 
plasmidico e la trasformazione è avvenuta mediante l’elettroporatore “BIORAD Gene Pulser 
Xcell” impostato con i seguenti parametri:  
 Voltaggio 2,0 kV 
 Capacità 25 µF 
 Resistenza 200 Ω 
 Cuvette 1 mm.  
Trascorse 3 ore di recovery in agitazione a 37 °C in 1 ml di mezzo LB, l’elettroporato è stato 
piastrato su agar LB con Kanamicina (50 mg/ml) e Streptomicina (50 mg/ml). Le piastre sono 
state, poi, mantenute in incubazione a 30 °C per 48 ore. Lo screening delle colonie di A. 
tumefaciens è avvenuto come descritto nel paragrafo 2.1. Le colonie risultate positive sono 
state inoculate in LB con kanamicina e streptomicina e MgSO4 2mM e preparate per la 
conservazione a -80 °C in stock con glicerolo al 40% (v/v). 




Figura 2.4 Vettore pDONR207 (5585 bp, Invitrogen). pDONR207 presenta i siti attP per la reazione 
di ricombinazione BP con un expression clone che sia delimitato dai siti attB. Presenta inoltre il gene 
ccdB, all’interno della cassetta di ricombinazione, per la  selezione negativa in E. coli e il gene per la 
resistenza alla gentamicina per la selezione positiva in E. coli. 
 
 
Figura 2.5 Vettori binari pMDC32 (A, 11752 bp) e pMDC45 (B, 12458 bp). Entrambi presentano i 
siti attR per la reazione di ricombinazione LR con un entry clone che abbia siti attL. Presentano inoltre 
il gene ccdB, all’interno della cassetta di ricombinazione, per la selezione negativa in E. coli, il gene 
per la resistenza alla kanamicina per la selezione positiva in E. coli,  il promotore forte costitutivo 
2X35S a monte della cassetta di espressione e i siti LB ed RB per l’integrazione nel genoma vegetale. 
In B, sotto il controllo del promotore 2X35S, si trova il gene reporter codificante la GFP6 per la 













pro35S forward 5’-GACCCTTCCTCTATATAAGG-3’ 
 




2.6 Coltura in vitro e trattamento con ZnSO4 delle piante di P.alba 
La coltura in vitro e il trattamento delle piante di pioppo sono stati effettuati nei laboratori 
BioLabs della Scuola Superiore Sant’Anna (Polo Sant’Anna Valdera) sotto la supervisione 
del Professore Luca Sebastiani. 
Le piante di P.alba clone Villafranca sono state trasferite circa ogni 30 giorni tramite una 
procedura di micropropagazione in accordo con Confalonieri et al. (2003). Sotto cappa a 
flusso laminare, in condizioni di sterilità, le piante sono state prelevate dalle scatole Magenta 
(Sigma-Aldrich) e preparate per la propagazione nel mezzo appropriato. Da quelle contenenti 
il mezzo Woody Plant Medium (WPM, Lloyd and McCown, 1980, tabella 2.8), le piante sono 
state sezionate per prelevare i singoli nodi con le rispettive gemme ascellari. Ognuno di questi 
è stato posto nel mezzo Rd11 (tabella 2.9) per un totale di nove nodi a scatola Magenta 
(Sigma-Aldrich). Dalle scatole contenenti il mezzo Rd11 le piante sono state private 
dell’apice, il quale è stato inserito nel mezzo WPM, per un totale di 3 apici a scatola Magenta 
(Sigma-Aldrich). Le piante sono state mantenute all’interno della cella di crescita nelle 
seguenti condizioni: temperatura 22 °C con fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 ore di buio. 
 
Le piante cresciute nel mezzo WPM e arrivate all’altezza del tappo, sono state subcoltivate 
per il trattamento con Zn trasferendo in modo casuale i nodi uniformemente tagliati in vial da 
20 ml (un nodo per vial) contenenti il mezzo WPM (Di Lonardo et al., 2011). Per il 
trattamento è stato preparato il mezzo WPM sopracitato aggiungendovi concentrazioni 
crescenti di ZnSO4*7H2O (100, 200, 500, 1000 µM). In totale sono stati allestiti 5 trattamenti, 
ognuno con 20 repliche:  
 Controllo 
 Trattamento con 100 µM di Zn 
 Trattamento con 200 µM di Zn 
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 Trattamento con 500 µM di Zn 
 Trattamento con 1000 µM di Zn 
Il trattamento ha avuto una durata di 2 mesi, nelle condizioni di crescita sopra descritte. 
 
 
WPM (pH 5.7 con KOH 1 N) dose per 1 L 
Reagente Quantità 
Macrosali WPM 10 X A 100 ml 
Macrosali WPM 10 X Ca 100 ml 
Microsali WPM 100 X 10 ml 
Fe MS 100X 10 ml 
Vitamine WPM 100 X 10 ml 
Inositolo 100 mg 
Saccarosio 20 g 
Carbone Attivo 1.5 g 










Tabella 2.5 Mezzo WPM (Woody Plant Medium,Lloyd and McCown, 1980) 
per la crescita di piante da cui ottenere i nodi. 
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Rd11 (pH 5.7 con KOH 1 N) dose per 1 L 
Reagente Quantità 
Macrosali WPM 10 X A 100 ml 
Macrosali WPM 10 X Ca 100 ml 
Microsali MS 1000 X 1 ml 
Fe MS 100 X 10 ml 
Vitamine BNC 100 X 10 ml 
Ca Pantotenato 100 X 10 ml 
Ac Folico 100 X 10 ml 
IBA (1 mg/ml) 500 μl 
Inositolo 100 mg 
Caseina 200 mg 
Saccarosio 20 g 
Agar 7 g 
 
Tabella 2.6 Mezzo Rd11 per la crescita dei nodi ottenuti dalle piante cresciute in WPM. 
 
 
   
2.7 Coltura in vitro e trattamento con Zn(NO3)2 delle piante di P.alba 
Per confrontare i risultati in vitro con quelli di idroponica in vivo è stato sviluppato un altro 
esperimento, utilizzando le stesse condizioni di crescita, mediante una coltura in vitro di piante 
di pioppo P.alba clone Villafranca anche nei laboratori di Biologia molecolare e cellulare delle 
piante nel Dipartimento di Biologia a Pisa, utilizzando concentrazioni crescenti (500, 1000 µM) 
di Zn(NO3)2*6H2O ed utilizzando tubi per la crescita dotati di apposita membrana per 
consentire gli scambi gassosi. 
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2.8 Campionamento delle piante di pioppo e determinazione del contenuto di Zn 
Al termine del periodo di trattamento ogni pianta (11 per trattamento) è stata campionata 
singolarmente per la raccolta delle seguenti informazioni: l’altezza delle parti aeree e radicali, il 
numero di nodi e il numero di foglie. L’altezza della parte aerea e della parte radicale è stata 
misurata su carta millimetrata. Ogni piantina è stata, poi, divisa in parte aerea e parte radicale 
per la rilevazione del peso fresco di entrambe le parti. Il peso secco della parte aerea e della 
parte radicale è stato determinato a seguito dell’essiccamento dei campioni in stufa a 60 °C per 
tre settimane.  
Per ogni trattamento, i campioni essiccati delle parti aeree e radicali sono stati riuniti e 
polverizzati per la determinazione del contenuto di Zn, che è avvenuto tramite 
spettrofotometria ad assorbimento atomico, a seguito di digestione dei campioni (0,2 g) con 
HNO3 concentrato. 
 
2.9 Estrazione di RNA da foglie e fusto di P. alba e retrotrascrizione 
L’estrazione dell’RNA è avvenuta da 100 mg di foglie e 100 mg di fusto, prelevati dalle piante 
trattate come descritto nel paragrafo 2.6, e polverizzate in azoto liquido. Per l’estrazione è stato 
utilizzato il kit “Spectrum Plant Total RNA Kit” (Sigma-Aldrich), assieme al supplemento “On-
Column DNase I Digest Set” (Sigma-Aldrich), secondo le indicazioni del produttore.  
L’RNA estratto è stato quantificato tramite lettura spettrofotometrica con lo strumento 
“SPECTRO  StarNano” (BMG Labtech). La sua qualità è stata, poi, controllata tramite una corsa 
elettroforetica in buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA, Biorad) a 100 V, caricandone su gel di 
agarosio all’1% delle aliquote con il “Formaldehyde Load Dye” (Ambion) in rapporto 1:5.  
L’RNA (1 μg) è stato retrotrascritto in cDNA con il kit “iScript cDNA Synthesis Kit” (Biorad) 




2.10 Analisi dei livelli di espressione del gene upr51 
I livelli di espressione del gene upr51 sono stati analizzati tramite reazioni di RT-qPCR 
utilizzando il kit “SsoFast EvaGreen Supermix” (BIO-RAD). Ogni reazione è avvenuta in un 
volume finale di 10 µl, aggiungendo:  
 1 µl di mix di primer forward e reverse (10 µM) (tabella 2.7) 
 5 µl di SsoFast EvaGreen Supermix 
 2 µl di cDNA (1:100) 
 2 µl di H2O.  
Il cDNA utilizzato è stato ottenuto dalle foglie mature e giovani, dalle radici e dal fusto di P. x 
euroamericana clone I-214 trattati in idroponica con due concentrazioni di Zn, 1 M  (controllo) 
e 1 mM (Di Baccio et al., 2011), e da foglie e fusto di P. alba clone Villafranca trattato con 
solfato di zinco e nitrato di zinco come descritto nel paragrafo 2.6 e 2.7. La distinzione tra foglie 
mature e foglie giovani del clone I-214 è avvenuta come descritto da Romeo et al. (2014). In tutti 
i casi è stato analizzato il livello di espressione relativa del gene upr51, tramite il confronto con i 
geni housekeeping elongationfactor 1-α (EF1-α) o il 18S. Per le foglie mature di I-214 è stato 
utilizzato l’EF1-α, mentre per gli altri campioni, il 18S. Le sequenze dei primer utilizzati sono 
riportate nella tabella 2.10.  
Le condizioni di reazione, impostate sullo strumento “Eco Real Time PCR System” (Illumina), 
sono state le seguenti: 
 attivazione della Taq polimerasi 30 secondi a 95 °C 
 denaturazione 5 secondi a 95 °C 
 annealing ed estensione 30 secondi a  
 55 °C per P. x euroamericana clone I-214 
 53 °C per P. alba clone Villafranca 
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 45 cicli 
 curva di melting 
 15 secondi a 95 °C 
 15 secondi a 52 °C 
 15 secondi a 95 °C. 
 
Nome del primer Sequenza 
UPr51 













3.1 Clonaggio e analisi della sequenza del gene upr51 
I risultati del sequenziamento hanno evidenziato la presenza di due isoforme del gene upr51 da noi 
chiamate C.12 e C.48. 




C12     atgccttgtttgaaaactcccaagtcaacctctttgttgatctctctgatattgatcctg 
c48     atgccttgtttgaaaactcccaagtcaacctctttgttgatctctctgatattgatcctg 
        ************************************************************ 
 
C12     caattctctttaatcagtagccacggaggtcatgatggaaacgacagcagcgagggtaac 
c48     caattctctttaatcagtagccacggaggtcatgatggaaacgacagcagcgagggtaac 
        ************************************************************ 
 
C12     gtacatttgcattcgaaaagcttgattctggtgaaagtatggtgtttgatcatactgcta 
c48     gtacatttgcattcgaaaagcttgattctggtgaaagtatggtgtttgatcatactgcta 
        ************************************************************ 
 
C12     gttaccacattcgcagctggtatctctccctacttctatcgatggaacgagaatttcctt 
c48     gttaccacattcgcaggtggtatctctccctacttctatcgatggaacgagaatttcctt 
        **************** ******************************************* 
 
C12     ctcttgggcacacaatttgccggcggggtttttctagggacctctctcatgcatttcttg 
c48     ctcttgggcacacaatttgccggcggggtttttctagggacctctctcatgcatttcttg 
        ************************************************************ 
 
C12     agcgattcggctgatactcttagcaatctcactaccaagacataccctttctcgttcatg 
c48     agcgattcggctgatactcttagcaagctcactaccaagacataccctttctcgttcatg 
        ************************** ********************************* 
 
C12     ctagcctctgctggctatcttttaaccatgcttggtgattgcatagtgatgttcgtaaca 
c48     ctagcctctgccggctatcttttaaccatgtttggtgattgcatagtgatgttcgtaaca 
        ***********.******************.***************************** 
- 1000bp 
1  2 3 
 
Figura 3.1 Elettroforesi su gel d’agorosio all’1%  
delle due isoforme del gene upr51;  
nella colonna 1 è stato caricato il marker 1Kb (Neb) e 





C12     aggtcaggtgctgaaagagaagctagagtgcaagtggatgaaggaggggtagctcaagag 
c48     aggtcaggtgctgaaagagaagctagagtgcaagtggatgaaggaggggtagctcaagag 
        ************************************************************ 
 
C12     gatgataaagatgtggccatgaatgccgatcccattttcttgaagaccacgtctcttggg 
c48     gatgataaagatgtggccatgaatgccgatcccattttcttgaagaccacgtcttttggg 
        ******************************************************.***** 
 
C12     gacaccatactactcatccttgccttgtgttttcattcagtttttgagggaatagccgtt 
c48     gacaccatactactcatccttgccttgtgttttcattcagtttttgagggaatagccgtt 
        ************************************************************ 
 
C12     ggagttgcagggactaagggagaggcttggaagaatctttggactatatcattgcacaaa 
c48     ggagtcgcagggaccaagggagaggcatggaggaatctttggactatatcattgcacaaa 
        *****.********.*********** ****.**************************** 
 
C12     atctttgcagccattggaatgggaatcgctctgcttaggatgctcccaaagaggccattt 
c48     atctttgcagccattggaatgggaatcgctctgcttaggatgctcccaaagaggccattt 
        ************************************************************ 
 
C12     ctattaacagcggcatattcttttgcttttgctatttccagcccccttggagtagggata 
c48     ctattaaccgtggcatattcttttgcttttgctatttccagcccaattggagtagggata 
        ******** *.*********************************  ************** 
 
C12     ggcattgccatcgatgccactgctcagggccaagaagctgattggatctttggtatctct 
c48     ggcattgccattgatgccactgctcaaggccaagaagctgactggatctttggtatctct 
        ***********.**************.**************.****************** 
 
C12     atggggcttgcatgtggagtttttatctatgttgccatcaaccatctcatagctaaagga 
c48     atgggacttgcatgtggagtttttatctatgttgccatcaaccatctcatagctaaagga 
        *****.****************************************************** 
 
 
C12     ttccatccacaagctaaattgtacttcgacactccattcttcaagtttgttgctgtgttc 
c48     ttccatccacaagctaaattgtacttcgacactccattcttcaagtttgttgctgtgttc 
        ************************************************************ 
 
C12     cttggggtgggagttattgcagttgttatgatttgggattga 
c48     cttggggtgggagttattgcagttgttatgatttgggattga 
        ****************************************** 
Figura 3.2 allineamento delle sequenze nucleotidiche delle due isoforme del gene upr51 
 
Mediante analisi blast e di allineamento si è constatato che la sequenza del gene upr51 ha il 
99% di omologia con l’RNA messaggero dell’hypotetical protein (POPTR_0009SO3950g) 
di Populus trichocarpa.  
Le proteine codificate sono di 333 amminoacidi e differiscono per 7 amminoacidi sia tra di 




C12  1    MPCLKTPKSTSLLISLILILQFSLISSHGGHDGNDSSEGNVHLHSKSLILVKVWCLIILL  60 
P.t.      MPCLKTPKSTSLLISLILILQFSLISSHGGHDGNDSSEGNVHLHSKSLILVKVWCLIILL 
C48  1    MPCLKTPKSTSLLISLILILQFSLISSHGGHDGNDSSEGNVHLHSKSLILVKVWCLIILL  60 
 
C12  61   VTTFAAGISPYFYRWNENFLLLGTQFAGGVFLGTSLMHFLSDSADTLSNLTTKTYPFSFM  120 
P.t.      VTTFA GISPYFYRWNENFLLLGTQFAGGVFLGTSLMHFLSDSADTLS LTTKTYPFSFM 
C48  61   VTTFAGGISPYFYRWNENFLLLGTQFAGGVFLGTSLMHFLSDSADTLSKLTTKTYPFSFM  120 
 
C12  121  LASAGYLLTMLGDCIVMFVTRSGAEREARVQVDEGGVAQEDDKDVAMNADPIFLKTTSLG  180 
P.t.      LASAGYLLTM GDCIVMFVTRSGAEREARVQVDEGGVAQEDDKDVAMNADPIFLKTTS G 
C48  121  LASAGYLLTMFGDCIVMFVTRSGAEREARVQVDEGGVAQEDDKDVAMNADPIFLKTTSFG  180 
 
C12  181  DTILLILALCFHSVFEGIAVGVAGTKGEAWKNLWTISLHKIFAAIGMGIALLRMLPKRPF  240 
P.t.      DTILLILALCFHSVFEGIAVGVAGTKGEAW+NLWTISLHKIFAAIGMGIALLRMLPKRPF 
C48  181  DTILLILALCFHSVFEGIAVGVAGTKGEAWRNLWTISLHKIFAAIGMGIALLRMLPKRPF  240 
 
C12  241  LLTAAYSFAFAISSPLGVGIGIAIDATAQGQEADWIFGISMGLACGVFIYVAINHLIAKG  300 
P.t.      LLT AYSFAFAISSP+GVGIGIAIDATAQGQEADWIFGISMGLACGVFIYVAINHLIAKG 
C48  241  LLTVAYSFAFAISSPIGVGIGIAIDATAQGQEADWIFGISMGLACGVFIYVAINHLIAKG  300 
 
C12  301  FHPQAKLYFDTPFFKFVAVFLGVGVIAVVMIWD  333 
P.t.      FHPQAKLYFDTPFFKFVAVFLGVGVIAVVMIWD 
C48  301  FHPQAKLYFDTPFFKFVAVFLGVGVIAVVMIWD  333 
 
Figura 3.3 allineamento delle sequenze amminoacidiche della hypotetical protein di Populus 
trichocarpa e delle isoforme del gene upr51. In giallo sono evidenziate le sostituzioni 
amminoacidiche tra le due isoforme e in rosso il residuo di istidina. 
 
I risultati sull’individuazione di domini conservati effettuata mediante NCBI web server 
hanno individuato la presenza del dominio ZIP in entrambe le isoforme dall’amminoacido 
50 al 330 (Figura 3.4), dominio caratteristico delle proteine appartenenti alla superfamiglia 
delle proteine ZIP (pfam02535). 
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Entrambe le proteine sono costituite da 9 domini transmembrana di cui 8 sono compresi 
all’interno del dominio ZIP ed è presente una regione variabile tra il terzo e il quarto 
dominio contenente un residuo di istidina, evidenziato di rosso nella figura precedente 
(Figura 3.3). 
 
Figura 3.4 domini conservati presenti nella proteina  
 
3.2 Clonaggio, localizzazione subcellulare delle due isoforme del gene upr51 e 
colocalizzazione 
 
Per il clonaggio delle due isoforme del gene upr51 nei vettori di espressione pAVA393-GFP 
e pAVA574-YFP è stato necessario inserire i siti di restrizione per gli enzimi BglII e XbaI 
agli estremi della sua sequenza; i risultati del sequenziamento hanno confermato il corretto 
inserimento dell’inserto BglII-Upr51-XbaI nel plasmide pCRII. Il gene upr51 con agli 
estremi le sequenze dei siti di restrizione (BglII e XbaI) è stato poi clonato nel vettore 
pAVA in seguito alle reazioni di digestione, purificazione e ligation. In seguito alla 
trasformazione batterica e allo screening delle colonie, quelle risultate positive sono state 
testate per la corretta inserzione di upr51 nel vettore di espressione con reazioni di PCR e 
digestioni di verifica con gli enzimi di restrizione BglII e XbaI. 
I seguenti vettori di espressione pAVA393-GFP con all’interno l’isoforma C.48 e 
pAVA574-YFP con all’interno l’isoforma C.12 del gene upr51 sono stati utilizzati per lo 
studio di localizzazione delle due isoforme, per cercare di capire se agissero nello stesso 
compartimento subcellulare e se, quindi, avessero la stessa funzione all’interno della cellula 
e sono emersi i seguenti risultati: 
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- l’isoforma C48-GFP sembra avere una localizzazione diffusa principalmente nel 
plasmalemma e  nel citoplasma (Figura 3.5); 
  a      b 
                                     
Figura 3.5 a) protoplasti di Arabidopsis thaliana trasfettati con il costrutto AVA393-GFP-
UPr51.C48, visti al microscopio confocale con luce fluorescente (488nm); b) protoplasti di 
Arabidopsis thaliana trasfettati con il costrutto pAVA393-GFP-UPr51.48, visti al 
microscopio confocale con luce visibile. La barra è 10 µm.             
 
- l’isoforma C12-YFP si localizza anch’essa nel plasmalemma, ma notiamo degli accumuli 
più intensi nel citoplasma (Figura 3.6);  
Inoltre, tutte le cellule trasfettate presentavano un aspetto sofferente. 
                           a                                                                   b 
                           
                           c                                                                    d                
                          
Figura 3.6 a;c) protoplasti di Arabidopsis thaliana trasfettati con il costrutto pAVA574-YFP-
UPr51.C12, visti al microscopio confocale con luce fluorescente (488nm); b;d) protoplasti di 
Arabidopsis thaliana trasfettati col costrutto pAVA574-YFP-UPr51.C12, visti al microscopio 






Una volta notate queste differenze, anche se minime, abbiamo pensato che fosse stato utile 
procedere con una colocalizzazione delle due isoforme e abbiamo visto che le due isoforme 
colocalizzano in maniera diffusa nel citoplasma, in tutto il sistema endosomiale (Figura 3.7). 
 
 a   b    c 
             
 
 d    e   f 
              
Figura 3.7 Protoplasti di Arabidopsis thaliana trasfettati con i costrutti AVA574-YFP-
UPr51.C12 (a;d) e AVA544-CFP-UPr51.C48 (b;e) visti al microscopio confocale a luce 
fluorescente (a,b,d,e) e con luce visibile (c,f). La barra è 10 µm. 
  
Abbiamo voluto, poi, indagare se la presenza dello zinco (aggiunta nel mezzo di 200µM di 
Zn) creasse una ri-colocalizzazione cellulare delle proteine e i risultati hanno evidenziato 
che entrambe le isoforme riducono la loro localizzazione a livello del plasmalemma per 





Inoltre, tutte le cellule trasfettate ed incubate in presenza di Zn presentavano un aspetto 
normale, non mostrando alcuna caratteristica di sofferenza.    
 
  a   b   c          
         
Figura 3.8 Protoplasti di Arabidopsis thaliana contenenti i costrutti pAVA574-YFP-
UPr51.C12 (a) e pAVA544-CFP-UPr51.C48 (b), cresciuti in presenza di 200µM di Zn, visti al 
microscopio confocale con luce fluorescente (a,b) e con luce visibile (c). La barra è 10 µm. 
 
 
3.3 Clonaggio del gene upr51 per la produzione di piante transgeniche 
Per il clonaggio in vettori binari per la produzione di piante transgeniche è stata sfruttata la 
tecnologia Gateway. Per prima cosa sono state inserite agli estremi di upr51 le sequenze 
attB per la reazione di ricombinazione tra il prodotto di PCR attB-upr51-attB e il vettore 
pDONR207 e il vettore risultante è stato utilizzato per trasformare le cellule competenti di 
E.coli e in seguito a screening le colonie positive sono state utilizzate per estrarre il DNA 
plasmidico e verificare, tramite reazioni di PCR, la corretta ricombinazione dell’inserto con 
il vettore pDONR207. In seguito alle verifiche svolte il campione è stato inviato per il 
sequenziamento che ha confermato la corretta ricombinazione. 
Successivamente sono state allestite due reazioni di ricombinazione LR tra il vettore 
pDONRUPr51 e i due vettori binari pMDC32 e pMDC45 e anche in questo caso, in seguito 
alla trasformazione batterica e allo screening delle colonie sono state eseguite reazioni di 





L’ultima operazione è stata quella di trasformare con i vettori ottenuti le cellule competenti 
di A. tumefaciens e le colonie positive allo screening sono state preparate per la 
conservazione a -80 °C in stock con glicerolo al 40%, pronte per essere utilizzate per la 
produzione di piante transgeniche. 
 
3.4 Risposta fisiologica di P. alba clone Villafranca al trattamento con Zn 
Ogni pianta di P. alba è cresciuta a partire da un nodo subcoltivato in vial da 20 ml 
contenenti il mezzo di trattamento appropriato (figura 3.9). 
 
Figura 3.9 Pianta di P. alba clone Villafranca cresciuta in vitro in vial da 20 ml, dopo due mesi di trattamento. 
 
In generale, non sono state osservate grandi differenze tra i controlli e i vari trattamenti, eccetto 
che per il peso secco della parte aerea (Figura 3.10): infatti, come è possibile vedere nel grafico 
corrispondente, c’è una riduzione di peso secco rispetto al controllo che è proporzionale alla 
concentrazione di Zn utilizzata nei vari trattamenti. Per quanto riguarda la parte radicale 
possiamo notare un aumento del peso fresco mentre il loro peso secco ha un andamento stabile 
e non ci sono differenze significative tra le concentrazioni di Zn utilizzate.
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Figura 3.8  Altezza della parte aerea, numero di foglie e di nodi, pesi freschi e secchi delle parti aeree e 
radicali delle piante di P. alba clone Villafranca trattato in vitro con Zn 100 µM, 200 µM, 500 µM e Zn 
1000 µM aggiunti al mezzo. I dati sono stati riportati come media ± SEM (n=11) e analizzati tramite 
ANOVA ad una via e Turkey’s multiple comparison test (livello di significatività 0,05). Lettere diverse, 
dove presenti, indicano differenze significative tra i trattamenti. Per indicare che non ci sono differenze 
significative è stata utilizzata la sigla ns (non significativo). 
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I risultati del peso fresco totale e del peso secco totale della pianta, non mostrano differenze 
significative nel primo caso (3.9a) mentre per quanto riguarda il peso secco totale si può 
notare come questo parametro diminuisca in maniera proporzionale alle concentrazioni di 
zinco utilizzate nei diversi trattamenti (Figura 3.9b).  


















































Figura 3.10 Peso fresco totale e peso secco totale (parte aerea + parte radicale) delle piante di P. alba 
clone Villafranca trattato in vitro con Zn 100 µM, 200 µM, 500 µM e Zn 1000 µM aggiunti al mezzo. 
I dati sono stati riportati come media ± SEM (n=11) e analizzati tramite ANOVA ad una via e 
Turkey’s multiple comparison test (livello di significatività 0,05). Lettere diverse, dove presenti, 
indicano differenze significative tra i trattamenti. Per indicare che non ci sono differenze significative 






Infine, è stata determinata la concentrazione di Zn assorbita dalle piante: in tutti i 
trattamenti la quantità di Zn assorbita aumenta apparentemente in maniera lineare con le 
concentrazioni dei trattamenti (figura 3.11). In particolare alla concentrazione di Zn più 
elevata (1000 µM) le piante mostrano un aumento di circa 8 volte della concentrazione di 
Zn assorbita rispetto al controllo. Purtroppo non è stato possibile validare statisticamente 























Figura 3.11 Concentrazione di Zn assorbita dalle piante intere di P. alba clone Villafranca trattate in 
vitro con Zn 500 µM e Zn 1000 µM aggiunti al mezzo. I dati sono riportati come valore unico di 
concentrazione di Zn assorbito da 11 piante intere. 
 
3.5 Analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nel fusto e nelle foglie di P. alba 
clone Villafranca soggetto a trattamento in vitro con ZnSO4 
Tramite reazioni di RT-qPCR sono stati analizzati i livelli di espressione del gene upr51 
nelle foglie che hanno subito il trattamento con 500 µM e 1000 µM di ZnSO4 e non sono 




Per quanto riguarda il fusto si può notare una sovraespressione significativa del gene upr51 
























Figura 3.12 analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie e nel fusto di P. alba clone 
Villafranca trattato in vitro con 500 µM e Zn 1000 µM aggiunti al mezzo. I dati sono stati riportati 
come media ± SEM (n=11) e analizzati tramite ANOVA ad una via e Turkey’s multiple comparison 
test (livello di significatività 0,05). Lettere diverse, dove presenti, indicano differenze significative 
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3.6 Analisi dei livelli di espressione del gene upr51 in foglie di P.alba clone Villafranca 
soggetto a trattamento in vitro con Zn(NO3)2 
Poiché i risultati ottenuti sul trattamento con ZnSO4 potrebbero essere non comparabili con i 
risultati precedenti ottenuti con trattamenti in vivo, è stato ripetuto un nuovo esperimento in 
vitro, utilizzando dei vasetti di crescita aereati e Zn(NO3)2, lo stesso usato per le colture in 
idroponica. Su queste piante sono stati analizzati, tramite reazioni di RT-qPCR, i livelli di 
espressione del gene upr51 nelle foglie, nel fusto e nelle radici di P.alba clone Villafranca 
soggetto a trattamento con concentrazioni crescenti di Zn(NO3)2*6H2O e sono state 
riscontrate differenze significative tra il trattamento con 1000 µM di Zn rispetto al controllo 


























Figura 3.13 analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie di P. alba clone Villafranca 
trattato in vitro con 500 µM e Zn 1000 µM aggiunti al mezzo. I dati sono stati riportati come media ± 
SEM e analizzati tramite ANOVA ad una via e Turkey’s multiple comparison test (livello di 
significatività 0,05). Lettere diverse, dove presenti, indicano differenze significative tra i trattamenti. Per 




Lo stesso risultato è stato ottenuto anche nel caso del fusto e delle radici in cui sono state 
riscontrate differenze significative tra il trattamento con 1000 µM di Zn rispetto al controllo 
ed al trattamento con 500 µM di Zn(NO3)2*6H2O (Figura 3.14). 
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Figura 3.14 analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nel fusto e nelle radici di P. alba clone 
Villafranca trattato in vitro con 500 µM e Zn 1000 µM aggiunti al mezzo. I dati sono stati riportati come 
media ± SEM e analizzati tramite ANOVA ad una via e Turkey’s multiple comparison test (livello di 
significatività 0,05). Lettere diverse, dove presenti, indicano differenze significative tra i trattamenti. Per 
indicare che non ci sono differenze significative è stata utilizzata la sigla ns (non significativo). 
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3.8 Analisi dei livelli di espressione del gene upr51 in foglie, fusto e radice di  
P. x euroamericana clone I-214  
 
I livelli di espressione del gene upr51 sono stati analizzati tramite reazioni di RT-qPCR 
utilizzando il cDNA che è stato ottenuto dalle foglie giovani e mature, dal fusto e dalle 
radici di P. x euroamericana clone I-214 trattati in idroponica con due concentrazioni di 
Zn(NO3)2, 1 µM  (controllo) e 1 mM. 
I risultati ottenuti rivelano un aumento significativo dei livelli di espressione del gene upr51 
nelle foglie giovani, un aumento ancora più marcato nelle foglie mature e un aumento 
significativo anche nelle radici (Figura 3.15 a, b e d); nel fusto, invece, i risultati ottenuti 
non mostrano differenze statisticamente significative tra i due trattamenti (Figura 3.15 c). 
(a)  Foglie giovani 
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Figura 3.15 analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie giovani (a) e mature (b), nel 
fusto (c) e nelle radici (d) di P. x euroamericana clone I-214 trattato in idroponica con 1 µM di Zn e 
1000 µM di Zn aggiunti al mezzo. I dati sono stati riportati come media di 3 repliche biologiche ± SEM 
e analizzati tramite il software The R Foundation for Statistical Computing attraverso il quale sono stati 
calcolati i p value. 







I risultati del sequenziamento hanno evidenziato la presenza di due isoforme del gene upr51 
da noi chiamate C.12 e C.48. 
Entrambe sono lunghe 1002 bp ma differiscono per 17 nucleotidi. 
Mediante analisi blast e di allineamento è stato notato che la sequenza del gene upr51 ha il 
99% di omologia con l’RNA messaggero dell’hypotetical protein (POPTR_0009SO3950g) 
di Populus trichocarpa.  
Le proteine codificate sono di 333 amminoacidi e differiscono per 7 amminoacidi sia tra di 
loro che rispetto alla proteina omologa di Populus trichocarpa.  
Dall’analisi dei domini conservati effettuata mediante NCBI web server il nostro gene 
appartiene alla famiglia dei “ZIP Zinc transporter” i cui membri codificano per trasportatori 
cationici di membrana. In accordo con la struttura di altri membri della famiglia ZIP 
(Guerinot, 2000) entrambe le isoforme possiedono 9 domini transmembrana di cui 8 sono 
collocati all’interno del dominio ZIP e in più è presente una regione variabile tra il III e il IV 
dominio, contenente un potenziale sito di legame al metallo costituito da un residuo di 
istidina. 
Dai risultati di localizzazione subcellulare delle due isoforme del gene upr51 è stata rilevata 
la presenza a livello della membrana plasmatica e del citoplasma nei protoplasti di 
Arabidopsis, e questo è in accordo con quanto riportato nel caso delle proteine ZIP nel mais 
(plasmalemma e reticolo endoplasmatico) (Li et al., 2013), nel riso (plasmalemma) (Yang et 
al., 2009), in Arabidopsis thaliana (plasmalemma e localizzazione vacuolare) (Milner et al., 




Dalle analisi dei nostri risultati di colocalizzazione in assenza e in presenza di zinco nel 
mezzo di crescita è stato osservato che le due isoforme colocalizzano in maniera diffusa nel 
citoplasma e in tutto il sistema endosomiale riducendo la loro localizzazione a livello del 
plasmalemma in presenza di Zn. Questo dato potrebbe essere dovuto ad una funzione della 
proteina UPr51 nel sequestrare il metallo compartimentalizzandolo nelle membrane 
endosomiali e/o negli organelli citoplasmatici. Questi dati di localizzazione sono da 
considerarsi preliminari e verranno in futuro confermati ed ampliati attraverso la 
colocalizzazione con marcatori specifici per i vari compartimenti subcellulari.  
Un ulteriore dato interessante, a supporto dell’ipotesi sopra riportata, riguarda il fatto che i 
protoplasti di Arabidopsis thaliana transfettati con il gene upr51 non avevano un aspetto 
ottimale quando fatti crescere nel mezzo di controllo suggerendo che la sovraespressione del 
nostro trasportatore potrebbe agire sequestrando i micronutrienti dal citoplasma portando 
così la cellula in uno stato di stress dovuto ad una carenza da micronutrienti.  Questo 
risultato è in accordo con le osservazioni presenti in letteratura che riferiscono che gli ZIP 
transporter sono trasportatori non selettivi in grado di trasportatore non solo lo Zn ma anche 
altri ioni bivalenti (Guerinot et al., 2000; Lin et al., 2008; Milner et al., 2012).  
Questo dato non è stato riscontrato in seguito ai risultati di sovraespressione in presenza di 
eccesso di Zn (200 M=LD70) nel mezzo di crescita dove le cellule, contrariamente a quanto 
osservato da esperimenti precedenti effettuati nel nostro laboratorio con altri geni,  appaiono 
in ottimo stato e questo potrebbe essere spiegato dalla presenza dello Zn sul cui trasporto 
UPr51 compete maggiormente rispetto ai micronutrienti presenti all’interno del citoplasma.  
Dagli esperimenti in vitro in cui le piante di P.alba clone Villafranca sono state fatte 
crescere in mezzi che contenevano concentrazioni crescenti di ZnSO4 non è risultata alcuna 
differenza significativa per i seguenti parametri: l’altezza della pianta, il numero di nodi, il 
numero delle foglie e il numero delle radici; queste osservazioni fenotipiche non sono 
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completamente in accordo con la letteratura e con i risultati precedenti effettuati nel nostro 
laboratorio e questo potrebbe essere legato al fatto di aver utilizzato dei tubi di crescita (vial) 
privi di sistema di aereazione e, pertanto, con un tasso di traspirazione limitato. Questi 
risultati ci hanno portato a pensare a P.alba come un clone resistente agli effetti tossici dello 
zinco. 
Per quanto riguarda, invece, il peso fresco totale e il peso secco totale della pianta non sono 
state osservate differenze significative nel primo caso, mentre si è notata una diminuzione, 
proporzionale alle concentrazioni di zinco utilizzate nei diversi trattamenti, del peso secco 
totale della pianta, in accordo con la letteratura (Di Baccio et al., 2003, 2009); questo 
risultato potrebbe essere dovuto ad un incremento dell’accumulo di acqua per diluire 
l’eccesso di Zn all’interno delle piante. Questo dato è confermato dai risultati ottenuti 
dall’analisi dell’assorbimento atomico, in cui è stata determinata la concentrazione di Zn 
assorbita dalle piante, ed in tutti i trattamenti la quantità di Zn assorbita aumenta 
apparentemente in maniera lineare. In particolare alla concentrazione di Zn più elevata 
(1000 µM) le piante mostrano un aumento di circa 8 volte della concentrazione di Zn 
assorbita  rispetto al controllo. Questo suggerisce che in ogni caso le piante continuano ad 
assorbire Zn dal mezzo di crescita. 
Si è proceduto, poi, con un’analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie e nel 
fusto delle stesse piante cresciute in presenza di 500 µM e 1000 µM di ZnSO4 e nel primo 
caso non sono state riscontrate differenze significative tra i vari trattamenti, rispetto al 
controllo;  per quanto riguarda il fusto è stata osservata una sovraespressione significativa 
del gene upr51 solamente con il trattamento a 1000 µM di ZnSO4 per cui si può ipotizzare 
che la pianta accumuli Zn nel fusto o lo traslochi alla parte aerea. Dato che non è stata 
osservata alcuna diminuzione della produzione di biomassa relativa all’altezza della parte 
aerea, e quindi, anche del fusto, questo conferma che tassi di crescita rapidi ed elevate 
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produzioni di biomassa giocano un ruolo chiave nella capacità della pianta di rimuovere i 
metalli dal substrato (Di Baccio et al., 2003). 
In seguito è stato ripetuto un nuovo esperimento in vitro, in cui le piante di P.alba clone 
Villafranca sono state fatte crescere in mezzi che contenevano concentrazioni crescenti di 
Zn(NO3)2 e dall’analisi dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie, nel fusto e nelle 
radici è stata osservata una sovraespressione significativa del gene upr51 nei trattamenti con 
1000 µM di Zn(NO3)2 rispetto ai trattamenti con 500 µM e al controllo. Questi risultati 
possono essere spiegati sottolineando la funzione di questo trasportatore ZIP che in presenza 
di elevate concentrazioni di Zn aumenta la propria espressione per garantire livelli adeguati 
di questo metallo: nelle radici potrebbe avere una duplice funzione di accumulo e di 
efflusso, nel fusto potrebbe essere coinvolto nell’immagazzinamento nelle endomembrane e 
nella traslocazione nella parte aerea e nelle foglie il metallo potrebbe essere 
compartimentalizzato negli organelli subcellulari, caratteristica del pioppo che, anche se non 
è classificabile tra le piante iperaccumulatrici, è capace di assorbire e traslocare i metalli in 
eccesso, accumulandoli nella loro parte aerea. 
Nel caso di P. x euroamericana clone I-214 trattato in idroponica con due concentrazioni di 
Zn, 1 µM  (controllo) e 1 mM, i risultati ottenuti rivelano un aumento significativo, correlato 
alla concentrazione di Zn, dei livelli di espressione del gene upr51 nelle foglie giovani, un 
aumento ancora più marcato nelle foglie mature e un aumento significativo anche nelle 
radici; questa è una classica risposta di P. x euroamericana clone I-214 alle alte 
concentrazioni di Zn e questi risultati possono essere spiegati come meccanismi di difesa o 
tolleranza all’eccessivo assorbimento del metallo da parte della pianta; quello che avviene 
potrebbe essere una modulazione dell’espressione del trasportatore per indurre una 
limitazione del trasporto di Zn verso le foglie giovani e l’immagazzinamento nelle foglie 
vecchie. Le concentrazioni di Zn nelle foglie mature e nelle radici sono coerenti con 
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l’osservazione che le piante accumulano metalli pesanti escludendoli da regioni in cui si 
svolgono i processi metabolici essenziali (Salt et al., 1998; Di Baccio et al., 2003, 2009). 
Nel fusto, invece, i risultati ottenuti non mostrano differenze statisticamente significative tra 
i due trattamenti; rispetto agli esperimenti in vitro, in cui le piante sono piccole con radici 
poco sviluppate e la prima barriera contro le elevate concentrazioni del metallo è il fusto, 
l’esperimento in vivo vede le piante di P. x euroamericana clone I-214 più sviluppate in cui 
la prima barriera contro il metallo è rappresentata dalle radici, il fusto non intercetta lo Zn.  
In conclusione le prove effettuate hanno rilevato un’espressione differenziale del nostro 
gene a seconda dell’organo e questo potrebbe essere dovuto probabilmente ad una diversa 
funzione del gene. 
Complessivamente questi risultati dimostrano che upr51 codifica un trasportatore che 
potrebbe avere varie funzioni associate con l’uptake e la traslocazione, detossificazione e 





5.CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE 
Questo lavoro di tesi è stato un lavoro mirato a caratterizzare in maniera generale il gene 
upr51 che codifica per un trasportatore transmembrana appartenente alla famiglia ZIP in 
grado di trasportare diversi ioni bivalenti tra cui lo ione Zn
2+
. Questo gene sembra coinvolto 
in entrambe le strategie proposte per spiegare la tolleranza della pianta a livelli sub letali dei 
metalli: 
l’ “esclusione” del metallo in cui si limita l’assorbimento del metallo in organi in cui hanno 
luogo processi metabolici essenziali e l’ “inclusione” del metallo in cui sono coinvolti i 
meccanismi di sequestro e di compartimentalizzazione. Saranno necessari studi più 
approfonditi per capire meglio il ruolo specifico che ricopre nella risposta agli stress abiotici 
e l’utilizzo di piante di pioppo transgeniche, già realizzate, sovra esprimenti upr51 saranno 
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